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Abstract (Basic) : DE 4113393 A 

Biological test process for finding and isolating wound-healing or 
angiogenesis -promoting substances from biological (physiological) 
fluids by quanlitative detection and quantitative recording comprises 
use of self -replicating cells and at least one growth factor, (esp. in 
concns below optimum concn.) on the wound area. 

Test process for determn. and quantification of biological 
activity of wound healing or angiogenes is -promoting substances, 
isolated by the above or some other process, comprises use of 
self -replicating cells and at least on growth factor (in concns. as 
above) to the wound area. 

USE/ADVANTAGE - The process is useful for testing, e.g. blood, 
wine lymph or milk (whey) in humans or animals. It is cheap and 
reproducible and does not affect wound healing. The process can also be 
used for qualitative and quantitative activity determn. of starting 
materials, intermediates and final prods, of wound healing or 
angiogenesis promoting prepns . 
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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@Testverfahren fur wundheilungs- und angiogenesefordernde Substanzen 

(§5) Es wird ein Testverfahren beschrieben, mit dessen Hilfe 
wundheilungs- bzw. angiogenesefordernde Substanzen aus 
biologischen (physiologischen) Flussigkeiten isoliert werden 
konnen. Dabei wird die Stimulierung des Wachstums von 
Endothelzellen in Zellkultur unter suboptimalen Bedingun- 
gen, insbesondere von suboptimalen Mengen an Wachs- 
tumsfaktor bestimmt. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Testverfahren mit dessen 
Hilfe Substanzen, die die Wundheilung und Angiogene- 
se fordern aus biologischen (physiologischen) Flussig- 
keiten isoliert werden kdnnen. 

Es ist bekannt, daQ ein auf bestimmte Art aufbereite- 
ter Anteil von Blut f wie z. B. das Praparat ACTOVEGIN 
(eingetragenes Markenzeichen) (DE-A-10 76 888, Jae- 
ger und Mittenzwei) die Wundheilung fordert Die die 
Wundheilung fordernde Wirksubstanz selbst ist jedoch 
nicht bekannt. Aus dieser Situation ergibt sich die 
grundsatzliche Schwierigkeit, ein definiertes Praparat 
herzustellen. 

Aufgabe der Erfindung ist daher die Entwicklung ei- 
nes Testverfahrens mit dessen Hilfe eine oder mehrere 
wundheilungs- bzw. angiogenesefordernde Substanz/en 
aus biologischen Fliissigkeiten (z. B. Blut, Lymphe, Urin, 
Molke usw.) isoliert und deren Struktur dann aufgeklart 
werden kann. 

Die erfindungsgemaBe Aufgabe wird durch die kenn- 
zeichnenden Merkmale der Anspruche 1 und 2 geldst 

"Die Wundheilung ist ein sehr komplexer ProzeB, der 
sich in drei Phasen unterteilen laBt 

1. exsudative Phase 

2. proliferative Phase 

3. Narbenbildung. 
Ein erster provisorischer WundverschluB wird da* 

durch erreicht, daB das im Bereich der Wunde austre- 
tende Blut gerinnt Danach dringen Granulozyten und 
Serum in das Wundgebiet ein (exsudative Phase). In der 
proliferativen Phase sprossen Kapillaren und wandern 
Fibroblasten, Histiozyten und andere Zellen in das Ge- 
rinnsel ein (Bildung eines Granulationsgewebes). In der 
Phase der Narbenbildung schlieBlich bilden sich die Ka- 
pillaren zurQck, und der Defekt wird mit faserreichem 
Bindegewebe ausgefullt Das letztlich vorhandene Nar- 
bengewebe ist kapillar- und zellarnT (Thews, Mutschler, 
Vaupel: Anatomic Physiologic Pathophysiologic des 
Menschen; Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft mbH 
Stuttgart 1989,S.38). 

Diese Prozesse setzen eine sehr differenzierte zeitli- 
che Regulation voraus, die zudem ortlich begrenzt und 
gerichtet ist Bestimmte Zelltypen wandern in einer be- 
stimmten Phase zu bestimmten Positionen in das Wund- 
gebiet ein. Bestimmte Zelltypen vermehren sich in be- 
stimmten Phasen in bestimmten Anordnungen. Zerstor- 
tes Material im Wundbereich wird abgebaut In einer 
bestimmten Phase wird eine neue extrazellulare Matrix 
u. a. aus Kollagen aufgebaut. 

Die Regulation dieser Prozesse erfolgt zumindest 
zum Teil durch fur die verschiedenen Zellen spezifische 
Wachstumsfaktoren. Die Strukturen vieler solcher 
Wachstumsfaktoren wurden bereits aufgeklart Die 
Konzentration dieser Faktoren muB also sowohl lokal 
als auch zeitlich reguliert sein. 

Zur Forderung der Wundheilung sind solche Wachs- 
tumsfaktoren deshalb hochstens in Ausnahmefallen ge- 
eignet, da sie weder lokal noch zeitlich differenziert ap- 
pliziert werden kdnnen. 

Der naheliegende Ansatz ware es, die Beeinflussung 
der Wundheilung an Versuchstieren zu untersuchen. 

Diese Untersuchungen sind jedoch sehr aufwendig 
und lassen zudem keine relevanten Ergebnisse erwar- 
ten, da bei Tieren im gesunden Zustand die Bedingun- 
gen fOr die Wundheilung ohnehin optimal sind. Die Be- 
einflussung einer gestorten Wundheilung mtiBte an 
kranken oder anders geschadigten Tieren untersucht 
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werden. was praktisch schwer durchfuhrbar ist 

Das gleiche gilt fur die Angiogenese, die Teil der 
Wundheilung ist, aber auch als isoliertes Phanomen auf- 
tritt. 

5 Auf Grund dieser Situation ergab sich die Schwierig- 
keit einen theoretischen Ansatz fur einen zur Erfassung 
der Wundheilung relevanten Test zu finden. 

Es ist bekannt, daB mit Zellkukuren der wachstums- 
fordernde Effekt von Substanzen demonstriert und 
io quantitativ erfaBt werden kann. Hier gibt es eine groBe 
Zahl von Zelltypen und Wachstumsbedingungen (ver- 
schiedene Medien, verschiedene Zusatze, Zeit, Haftfla- 
che, Einsatzmenge von Zellen, pH-Wert, usw.). 
Auch an der Wundheilung ist eine Vielzahl von Zellen 
is beteiligt. Die Losung der gestellten Aufgabe wird erst 
durch die Einfiihrung ganz spezieller Zellkulturbedin- 
gungen ermoglicht Es werden solche Zelltypen einge- 
setzt, die sich im Wundbereich vermehren, wie Endot- 
helzeilen (GefaBneubildung), Fibroblasten (Bindege- 
20 websbildung), Epithelzellen (auBerer VerschluB der 
Wunde). 

Durch Verwendung eines verarmten Mediums (hitze- 
behandelte Serumkomponente, suboptimale Konzen- 
tration an Wachstumsfaktoren, verringerte Mengen an 
25 Aminosauren, Glucose usw n geringere Konzentration 
an SauerstofQ wird eine pathologische Situation simu- 
liert Substanzen, die unter solchen Bedingungen die 
Zellvermehrung stimulieren, sind Kandidaten zur Ent- 
wicklung von wundheilungs- bzw. angiogenesefdrdern- 
30 den Pharmaka. 

Die Erfindung wird nun am Beispiel der Untersu- 
chung des niedermolekularen Anteils von Blut ausfiihr- 
lich erlautert 

Endothelzellen werden im verarmten Medium in Kul- 
35 tur gehalten. Der EinfluB verschiedener Zusatze in stei- 
gender Konzentration auf die Zellvermehrung ist in der 
Abb. 1 zusammengefaBt 

Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF) zeigt dabei im 
angewendeten Konzentrationsbereich keinen oder nur 
40 einen geringen wachstumsfordernden Effekt bei Endot- 
helzellen. Der niedermolekulare Anteil von Blut allein 
zeigt bis zu sehr hohen Konzentrationen ebenfalls keine 
oder nur geringe Stimulation des Wachstums. Wird der 
niedermolekulare Anteil von Blut jedoch zusammen mit 
45 EGF eingesetzt, so zeigt sich eine ausgeprftgte Stimula- 
tion des Wachstums. Dieser Effekt laBt sich mit EGF- 
Konzentrationen erzielen, die allein keine oder hoch- 
stens geringe Stimulierung des Wachstums bewirken. 
Der niedermolekulare Anteil von Blut hat somit die be- 
so merkenswerte und uberraschende Eigenschaft, die Wir- 
kung von EGF zu verst^rken. 

Im Hinblick auf die Anwendung zur Forderung der 
Wundheilung bzw. Angiogenese ist gerade diese Eigen- 
schaft von auBerordentlicher Bedeutung. 
55 Wie bereits oben ausgefuhrt, verlaufen die einzelnen 
Prozesse der Wundheilung zeitlich und raumlich geord- 
net. Je nach Phase der Wundheilung schwankt die Kon- 
zentration eines Wachstumsfaktors in weiten Bereichert 
Durch eine Verstarkung dieses streng regulierten Pro- 
60 zesses ist eine Forderung der Wundheilung also mdg- 
lich, die durch die Applikation des betreffenden Wachs- 
tumsfaktors selbst nicht erzielt werden kdnnte, wie im 
folgenden dargestellt wird: Dies wird bei der Rolle der 
Kapillareinsprossung im WundheilungsprozeB beson- 
65 ders deutlich. In der proliferativen Phase sprossen Ka- 
pillaren in das Wundgebiet ein. Die Konzentration der 
betreffenden Wachstumsfaktoren muB also hoch sein. In 
der Phase der Narbenbildung erfolgt dagegen ine 
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Ruckbildung von Kapillaren. Die Konzentration der be- 
treffenden Wachstumsfaktoren muB also niedrig sein. 

Die Zugabe der entsprechenden Wachstumsfaktoren 
zur Beeinflussung der Wundheilung wurde die Ruckbil- 
dung der Kapillaren hemmen und den HeilungsprozeQ 
in dieser Phase storen. Durch den verstSrkenden Effekt 
des niedermolekularen Anteils von Blut wird dagegen 
die Regulation des Heilungsprozesses nicht gestort:die 
betreffenden Prozesse werden nur verstarkt. 

Das angestrebte Ziel, d. h. ein Testsystem mit wel- 
chem. unabhangig von individuellen Abweichungen, mit 
relativ begrenztem Aufwand, eine wundheilungs- bzw. 
angiogenesefordernde Wirkung reproduzierbar erfaCt 
werden kann, wird mit der Bestimmung des Wachstums 
der Endothelzellen unter den beschriebenen Bedingun- 
gen erreicht. 

Eine mogliche Ausfuhrungsform dieses Tests ist im 
Beispiel dargestellt. Die Zusammenhange werden durch 
die Abbildung veranschaulicht. 

Beispiel 

Die Isolierung von "capillary endothelial cells" (CEC) 
aus Meerschweinchenherzen erfolgte nach S. Nees et 
aL Eur. J. Cell Biol. 24; 287-297 (1981). Die Medien 
setzten sich wie folgt zusammen: 

Sucrosemedium: 

20% Sucrose (Merck. Darmstadt) in Medium 199 (Gib- 
co)37°C; 

Kultur medium: 

Medium 199 (Gibco) mit 20% fotalem Kalberserum 
(FCS)(Flow Laboratories); 

Enzymlosung: 

0,1 % Collagenase (Sigma, Deisenhofen) und 0,1 % Tryp- 
sin (Biochrom, Berlin) in PBS-d (Biochrom), 37° C; 

PBS-d: 

Phosphate-buffered-saline solution fd" heiBt "Ca 2+ - 
und Mg 2 + - deficient") pH-Wert 7,2 

171mMNaCI 
335 mM KCI 
8.1 mM Na 2 HP0 4 
l,8mMKH 2 P0 4 

PBS: 

Phosphate-buffered-saline solution, pH-Wert 7,2 

137 mM NaCl 
2,7 mM KC1 
6,5 mM Na 2 HP0 4 
1,5 mM KH2PO4 
0,7 mMCaCI 2 
0,5mMMgCl 2 

Alle Losungen sollten lOOIU/ml Penicillin, 10u.g/ml 
Streptomycin und 2,5 u,g/ml Fungizon (alle von Bio- 
chrom) enthalten. 

Ein aus einem Meerschweinchen (200 - 300 g) isolier- 
tes Herz wird kanuliert und zuerst retrograd mit 20 ml 
Sucrosemedium, dann mit 10 ml Enzymlosung perfun- 
diert. Abgeldste mikrovaskullre Endothelzellen in der 
Enzymldsung iiberschichten das Sucrosemedium und 
lassen sich leicht ernten. Die Zellen aus vier Herzen 
werden vereinigt und dreimal mit je 50 ml Kulturmedi- 
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urn gewaschen (10 min, 250 g). Sie werden dann in zwei 
bis vier 35 mm-Petrischalen mit je 2 ml Kulturmedium 
ausgesat und im feuchten Brutschrank bei 37°C und 5% 
CO2 kultiviert. Das Medium wird nach 24 h erneuert, 
5 danach werden die Kulturen zweimal pro Woche mit 
frischem Medium gefiittert. 

Fur die Durchfuhrung des Tests wurden konfluente 
CEC-Primarkulturen zur Synchronisation drei Tage in 
Testmedium mit niedrigem Serumgehalt und bovinem 
10 Serumalbumin (BSA) (Sigma) (zur Stabilisierung) kulti- 
viert. Dieses Testmedium (nach Nees) bestand aus Me- 
dium 199 mit 0,5% hitzeinaktiviertem fotalem Kalberse- 
rum (FCS; Sigma) (56°C. 30 min), 1.7% BSA und Penicil- 
lin/Streptomycin/Fungizon (s. o.). Dieses Medium si- 
15 chert die Anheftung und das Oberleben der CEC bei 
geringer Aussaatdichte, erlaubt aber kaum Wachstum. 
Danach wurden die CEC in Einzelzelien dissoziiert mit 
0,5 ml 0,1% Collagenase/0,1% Trypsin (s. o.), wodurch 
andere, in geringer Anzahl vorhandene Zelltypen — 
20 vermutlich makrovaskulare Endothelzellen (S. Nees: 
personliche Mitteilung) nicht abgelost werden. Nach der 
Zellzahlung wurde die Zellsuspension in einer Konzen- 
tration von 1000Zellen/well(Napf)mit0,l ml Testmedi- 
um pro well in Mikrotiterplatten mit 96 wells ausgesat. 
25 Nach der Aussaat wurden 0,1 ml/well Testsubstanz in 
Testmedium zugefiigt Wegen der geringen Aussaat- 
dichte benotigen die Zellen keine Erneuerung des Me- 
diums wahrend der folgenden drei Wochen Kultur. Der 
niedermolekulare Anteil von Kalberblut sowie Fraktio- 
30 nen davon durfen maximal mit 1 mg/ml (bezogen auf 
Trockengewicht) eingesetzt werden, hohere Konzentra- 
tionen wirken offenbar toxisch (moglicherweise wegen 
des hohen Salzgehalts). EGF wurde in einer Konzentra- 
tion von 1 ng/ml verwendet. 
35 Das Wachstum der Kulturen wurde dann durch Zell- 
zahlung oder MTT-Test (T. Mosmann, J. Immunol. 
Meth. 65: 55 (1983), LM. Green et aL. J. Immunol Meth. 
70; 257 (1984)) analysiert Der MTT-Test miBt die Akti- 
vitat von mitochondrialen Dehydrogenases Alternativ 
40 laQt sich der Saure-Phosphatase-Test nach Connolly et 
al. (Analyt. Biochem. 152; 136-140 (1986)) oder der Ein- 
bau von^H-Thymidin verwenden. 

Beim MTT-Test werden die wells mit je 200 uJ PBS 
gespult, dann 30 min bei 37° C mit — pro well — 10 uJ 
45 MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazo- 
lium bromide; Thiazoly I blue)(Sigma;5 mg/ml PBS) und 
100 \x\ PBS inkubiert. Nach dem Absaugen und Spiilen 
mit je 200 \i\ PBS werden die blau angefarbten Zellen 
mit — pro well — 20 uJ6% SDS(Natriumdodecylsulfat, 
50 Sigma) in H2O und 200 \x\ 0,04 N HCI in Isopropanol 
lysiert. 

Die Extinktion des gut gemischten Lysats, die linear 
mit der Zelldichte korreliert, wurde in einem "Multi- 
skan M (Pharmacia) bei einer Wellenllange von 570 nm 
55 bestimmt. Zur Ermittlung des Stimulationsfaktors wur- 
de die Extinktion bei 570 nm der jeweiligen Testsub- 
stanz-Konzentration durch die Extinktion bei 570 nm 
der jeweiligen Kulturen dividiert, die nur Testmedium 
erhalten hatten. 
60 Die Abbildung illustriert die Dosisabhangigkeit der 
Wirkung der Testsubstanzen 

- niedermolekularer Anteil von Kalberblut 

- Kontrollosung (Salze, Aminosauren, Zucker, 
65 Metabolite entsprechend der Zusammensetzung 

des niedermolekularen Anteils von Kalberblut) 

- EGF 
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auf die Proliferation kapillarer koronarer Endothelzel- 
len(CEC). 

Die Abbildung zeigt den EinfluQ des niedermolekula- 
ren Anteils von Kalberblut auf das Wachstum korona- 
rer kapillarer Endothelzellen. 5 

Primare kapillare Koronar-Endothelzellen (CEC) 
wurden in einer Dichte von 1000 Zellen/well in 96 well- 
Mikrotiterplatten ausgesat und drei Wochen mit 02 ml 
Testmedium kultiviert, das verschiedene Konzentratio- 
nen folgender Testsubstanzen enihielt: io 

1. niedermolekularer Anteil von Kalberblut +1 ng/ 
mIEGF 

2. Kontrollosung + 1 ng/ml EGF 

3. EGF 15 

4. niedermolekularer Anteil von Kalberblut 

5. Kontrollosung 

Danach wurde die Zelldichte mit dem MTT-Test be- 
stimmt. 20 

Die Abszisse bezeichnet die Konzentrationen der ein- 
gesetzten Substanzen in ug/ml (niedermolekularer An- 
teil von Kalberblut, Kontrollflsung) bzw. pg/ml (EGF), 
die Ordinate den Wachstumsstimuiationsfaktor, bezo- 
gen auf die Zelldichte im Testmedium ohne Testsub- 25 
stanz. Jeder MeBpunkt stellt den Mittelwert aus 8 Be- 
stimmungen (wells) dar. 

Dieser Test ist somit der Schlussel zur Isolierung der 
Wirksubstanz(en) aus dem Substanzgemisch des nieder- 
molekularen Anteils von Blut Mit Hilfe bekannter ter 30 
Anreicherungsverfahren wie Fallungen mit org. L6- 
sungsmitteln, Salzfallungen, Chromatographic an Mole- 
kularsieben und Ionenaustauschern, Affinitatschroma- 
tographie, HPLC mit normalen und reversed Phasen, 
lassen sich die Komponenten des niedermolekularen 35 
Anteils von Blut auftrennen und mit Hilfe des Tests laBt 
sich bestimmen, in welchen Fraktionen sich die aktive(n) 
Substanz(en) befindet(n). Auf diese Weise gelangt man 
schlieBlich zur reinen Wirksubstanz, deren chemische 
Struktur dann aufgeklart werden kann. 40 

Als Pharmakon hat eine solche Wirksubstanz eine 
Bedeutung, die weit iiber die des Substanzgemisches 
(niedermolekularer Anteil von biologischen Flussigkei- 
ten wie z. B. Blut) hinausgeht. Mit den sich bei einer 
solchen Monosubstanz bietenden Untersuchungsmog- 45 
lichkeiten kflnnen die optimale Dosierung und die Be- 
dingungen zur Aufrechterhaltung eines wirksamen 
Spiegels bestimmt werden. Der therapeutische Nutzen 
wird somit erhoht. Daruber hinaus kann der Wirkungs- 
mechanismus besser studiert werden, was wiederum zu 50 
einer gezielteren Anwendung fiihrt. 

Mit dem beschriebenen Testsystem kdnnen selbstver- 
standlich entsprechende Wirksubstanzen auch aus an- 
derem biologischem Ausgangsmaterial isoliert werden. 

Die gewerbliche Anwendung beschrankt sich nicht 55 
darauf, ein Testverfahren zum Screening und zur Isolie- 
rung von wundheilungs- und angiogenesefordernden 
Substanzen entwickelt zu haben. Das Testverfahren 
kann auch zur qualitativen und quantitativen Aktivitats- 
bestimmung im Rahmen der Qualitatskontrolle (Aus- 60 
gangsrnaterial, Zwischenprodukt, Endprodukt) von 
wundheilungs- bzw. angiogenesefordernden Praparaten 
eingesetzt werden. Dies gilt .fur praparate mit bekann- 
tem wie mit unbekanntem Wirkprinzip. 

65 

Patentanspriiche 
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Isolieren von wundheilungs- bzw. angiogenesefdr- 
dernden Substanzen mittels qualitativen Nachwei- 
ses und quantitativer Erfassung dieser wundhei- 
lungs- bzw. angiogenesefordernden Substanzen 
aus biologischen (physiologischen) Flussigkeiten. 
dadurch gekennzeichnet, daB im Wundbereich 
sich vermehrende Zellen im Testverfahren einge- 
setzt werden und daB wenigstens ein Wachstums- 
faktor bevorzugt in suboptimaler Konzentration 
eingesetzt wird. 

2. Testverfahren zur Bestimmung und Quantifizie- 
rung der biologischen Aktivitat von wundheilungs- 
bzw. angiogenesefordernden Substanzen, die ge- 
maB dem Verfahren des Anspruchs 1 oder nach 
sonstigen Verfahren isoliert worden sind, dadurch 
gekennzeichnet, daB im Wundbereich sich vermeh- 
rende Zellen im Testverfahren eingesetzt werden 
und daB wenigstens ein Wachstumsfaktor bevor- 
zugt in suboptimaler Konzentration eingesetzt 
wird 

3. Testverfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, da- 
durch gekennzeichnet, daB als Wachstumsfaktor 
vorzugsweise nur ein einziger, der von Fall zu Fall 
auch unterschiedlich sein kann, oder aber eine 
Kombination von zwei oder mehreren Wachstums- 
faktoren verwendet wird. 

4. Testverfahren nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Wachstumsfaktor oder die 
Wachstumsfaktoren in suboptimaler Konzentra- 
tion vorliegen. 

5. Testverfahren nach wenigstens einem der An- 
spriiche 1 -4, wobei der Wachstumsfaktor epider- 
maler Wachstumsfaktor (EGF) ist. 

6. Testverfahren nach wenigstens einem der An- 
spriiche 1 -5, dadurch gekennzeichnet, daB die im 
Wundbereich sich vermehrenden Zellen in einer 
Kultur mit verarmtem Medium, wie z. B. erniedrig- 
ter Serumgehalt, ohne Serumzusatz und/oder Ver- 
ringerung des Nahrstoffangebots, gehalten werden. 

7. Testverfahren nach wenigstens einem der An- 
spruche 1 -6, dadurch gekennzeichnet, daB nur der 
niedermolekulare Anteil der biologischen Flussig- 
keit verwendet wird. 

8. Testverfahren nach wenigstens einem der An- 
spruche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet, daB die nie- 
dermolekularen Substanzen aus Blut gewonnen 
werden, wie z. B. Humanblut, tierisches Blut (Rin- 
derblut, Schweineblut, Pferdeblut usw.). 

9. Testverfahren nach wenigstens einem der An- 
spruche 1 -8, dadurch gekennzeichnet, daB als im 
Wundbereich sich vermehrende Zellen Endothel- 
zellen oder/und Fibroblasten oder/und Epithelzel- 
len verwendet werden. 

10. Testverfahren nach Anspruqh 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Endothelzellen aus korona- 
ren Kapillaren gewonnen werden. 
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